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les Mycobact&ries. 

INTRODUCTION 

Les éknents fournis par des observations 
exposées dans un trova précédent (3) ne per- 
mettalent pas d’assimiler I’Actinomycétale des 
zébus du Tchad à N. @rcinico telle qu’elle est 
présentée quant à certains de ses caractères 
par difkents auteurs. Et en admettant même 
qu’il fût une variété tchadienne de N. farcina 
il importait de pénétrer plus avant dans sa 
connaissance afin de définir so personnolrté par- 
ticulière. 

Dons ce desseIn. nous avons envisagé avant 
tout l’étude des lipides, étude qui nous était dès 
l’abord Inspirée par la présence à la surface 
des milieux de COLETSOS et de LCEWENSTEIN 
d’uneauréole Irisée en Imposant à premIèrevue 
pour la diffusion par vagues d’un produit gras à 
partir des colonies. 

Des études antérieures (6. 7) avaient montré 
que, d’après leur composltlon lipidique. II est 
possible de caractériser des souches de Nocar- 
dia et de Mycoboctérles. 

* Laboratoire de Chimie biologique de 10 Faculté 
der Sciences de Touloure, Toulouse-31. 

** 1, E. M. V. T. Laboratoire de Recherches Vétérm 
noires de Farcho, Fort-Lamy cchad). 

MATERIEL ET MÉTHODE 

Matériel bactérien : 

Les germes étudiés proviennent : 
-d’une part de la récolte d’une culture en 

masse de I’Actinomycétole sur la gélose tryptone 
sérum, après un mois et demi d’incubation ; 

-d’autre part de la récolte des voiles du 
germe après adaptation ou bouillon tryptone 
sérum, après un temps identique d’incubotlon. 

Les VOI~~S microbiens sont expédiés au labo- 
ratoire d’analyses dans les tubes scellés conte- 
nant de l’alcool à 950 pour éviter la croissance 
de moisissures. T~OI~ souches ont été de la sorte 
soumises à l’examen. 

Isolement des lipides : 

Les divers lots de bacilles ont été successive- 
ment extraits par un mélange (1 : 1 v/v) d’alcool 
et d’éther, et par le chloroforme, selon la tech- 
nique d’ANDERSON (1). Nous avons utilisé envi- 
ron 2 g de bacilles (poids sec) dons le cas des 
cultures sur m111eu soItde. et environ 0,s g de 
bacilles dans le cas des cultures sur milieu 
liquide. 

Techniques d’analyse : 

Les diverses techniques utilisées dans le pré- 
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sent travail ont déjà été décrltes dans des publi- 
cations antérieures (6, 7). Nous ajouterons seu- 
lement les précisions suivantes : 

-Les chromofogrophies sur couche mince ont 
été effectuées avec de l’acide silicique G. (Merck) 
pour les chromatographies analytiques, et de 
I’aclde silicique PF,,, pour les chromatogra- 
phies préparatlves. 

L’analyse des extraits chloroformiques a été 
réalisée en utilisant le système de solvant : 
chloroforme-méthanol 9 : 1 (v/v) ; celle des esters 
mycoliques : éther de pétrole (Eb. 550).éther 8 : 2 

WV) (8). 
- les chromofogrophies en phase gazeuse ont été 

effectuées sur un appareil Aerograph modèle2C4 
équipéd’unecolonnedesiliconeSE-30àlO p. 100 
sur Chromosorb W. Les chromotographles pyro- 
lytlques ont été réalisées selon la technique 
d’ETEMADI (5). 

-Le tréhalose a été mis en évidence par 
chromatographie sur papier Whatman no 2, 
ascendante, avec le système de solvant isopro- 
panol-pyndine-eau.acIde acétique 8 : 8 : 4 : 1 
(v/v) ; la révélation est effectuée par le réactif 
au nitrate d’argent (11). 

RÉSULTATS 

Le tableau I montre les teneurs en lipides de 
divers lots de cette bactérie, cultivée soit sur 
milieu sollde, soit sur milieu liquide. Les diffé- 

* Ce travail fait partie de 10 thèse de Doctorat ès 
Sciences que Mme Marie-Antoinette LANEELLE roufien- 
dra devant la Faculté der Sciencer de Toulouse en 1969. 
Références antheures (6.7.9.10). 

rentes de pourcentage observées entre ces deux 
modes de cultures. ou d’un lot à l’autre, ne sont 
pas slgnificatlves. Mais il faut remarquer que 
I’extralt chloroformlque représente une partie 
relativement importante des lipides Ihbres : la 
compatason avec les résultats obtenus dans le 
cas de Nocordioe ou de Mycobactéries montre 
que, sous cet aspect, les bactéries étudiées se 
rapprochent plus des Mycoboctérles que des 
Nocordiae. 

Extraits alcoolo-éthérés : 

Etant donné la faible quantité de matériel 
disponible les séparations ont été effectuées par 
chromatographles en couche mince, soit à 
I’échzlle analytique, soit à l’échelle préparative. 

Nous avons mis en évidence dans les extraits 
olcoolo-étherés des glycérldes, caractérisés par 
leur Rf en couche mince, et leur saponification 
en acides gras et glycérol. 

En révélant le chromotogramme sur couche 
mince par un réactif spécifique des esters phos- 
phoriques (4), on observe trois taches, de Rr 0,55, 
0,42 et 0,27. La tache Rr 0.55 est également révé- 
lable par la ninhydrine : ces propriétés corres- 
pondent à celles de phosphofidyléthonolomlnes. 
La tache RC 0,27 présente un comportement sem- 
blable à celui des monnosides de phosphofidyl- 
inositols, constituants constants des bactéries de 
l’ordre des Actinomycétoles (6, 7). La présence 
de ces derniers constituants est confirmée par 
la détection de monnose et d’inositol dans les 
hydrolysats acides des lipides bruts. parchromo- 
tographle sur papier. 

Au cours de travaux antérieurs (6, 7), nous 
avons montré que les ocrdes gras et plus par- 
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iiculièrement les acides gros hydroxylés. per- por addition de méthanol, ce qui fournit un 
mettent de différencier nettement les Mycobac- ~ solude blanc amorphe. semblable aux «cires 
téries. Nocordioe et Streptomycètes. Nous avons purifiées » des Mycobactérles. La chromato- 
préparé, par saponification. les audes gras grophle sur couche mince analytique montre 
totaux de I’extralt alcoolo-éthéré. Ces acides que cette préparation est constituée par deux 
ont été méthylés par le dlazométhane et les 
esters méthyliques ont été séparés en deux frac- 
tions par chromatographie en couche mince 
préparative : fraction d’esters ordinaires et 
fraction d’esters hydroxylés. 

rubstances~d~fiérentes (Fig. 1) 

Les esters ordinaires ont été analysés par 
chromatographie en phase gazeuse : les diverses 
préparations présentent un profil tout à fait 
semblable (voir figure). On remarque la pré- 
sence de tuberculostéarate de méthyle (con+ 
tuant des lipides de Mycobactéries, Nocordme 
et de certains Streptomycètes) et d’esters d’acides 
gras à chaîne normale jusqu’au terme en C,, 
(tétracosanoate de méthyle). La présence, en 
quantité notable, d’acices gros ayant plus de 
20 atomes de carbone est caractéristique des 
Mycoboctéries (par comparaison avec les Nocor- 
dioe et les Streptomycètes). 

Les esters d’oudes gras hydroxylés donnent deux 
taches par chromotographie en couche mince 
analytique, que nous n’avons pas cherché à 
séparer, en raison de la faible quantité de moté- 
riel. Ces esters sont des esters d’acides myco- 
liques, ainsi qu’il résulte : 

-de leur chromotographie pyrolyiique. qui 
fournit un seul pic Identifié ou tétracosanoate 
de méthyle. 

-de leur poids moléculaire. déterminé par 
spectrométrie de masse : on observe en effet 
des pics moléculaires (correspondant à l’ion 
moléculaire après perte de H,O et CH,OH) 
à m,‘e 1072, 1080, 1110, 1126 et 1140. 

1.-Myrirfate de m&hyle. 2. - Polmitote de méthyle. 
3. - Ester en C 18 insalur6. 4. -St&rate de m&hyle. 
5. - Tuberculos,&ora+e de m&hyle. 6. - E~coranoate 
de méthyle. 7. - Docoranoote de mkthyle. 8. -T&+?a- 
~osanoofe de méthyle. 9. - Non idenhfié. 

La chromotographie wr couche mince prépo- 
rative o été réalisée sur le produit obtenu à 
partir des cultures sur milieu solide. On obtient 
01rs1 : 

Dans les spectres de masse. en dehors des 
pics moléculaires, on observe un pic Important 
0 mie 382 correspondant au tétracosanoate de 
méthyle, et des pics d’aldéhyde méromycolique 
(en particulw à m/e 760 et 794). A partlr du 
méroaldéhyde 794, on peut calculer pour un l ( 

de ces acides mycohques un poids moléculaire .._. 

-une substance de RI élevé, dont le spectre 
1. R. montre une bonde de corboxyle ionisé (6,5) ; 
après lavage de sa solution éthérée par l’acide, 
puis méthylation par le diazométhane, on isole 

de 1126, qui correspond à un acide mycollque un prodult ayant toutes les proprl6tes du myco- 

ayant 3 insaturations (double liaIson ou cycle laie de méthyle. Le mode d’obtention montre que, 

propanique). dons I’extralt chloroformique, l’acide mycolique 

Extrait chloroformique : 
étalt présent sous forme de sel, 

- une substance de faible Ri, dont le mode 
Les extraits obtenus dans le cas des diverses de migration et le spectre 1. R. (en particulier 

souches ont été dIssous dans l’éther et précipités bonde caractéristique 0 10.1 p) sont semblables 
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à ceux du «tord factor » (échantillon isolé de 
B. C. G.). L’identlfkatlon de cette substance au 
«tord factor » CI été établie par saponification : 
la partie éthérosoluble obtenue consiste unique- 
ment en acides mycollques (Identifiés par le 
comportement en couche mince des esters méthy- 
liques, et par la réaction caractéristique de pyro- 
lyse) et la partle hydrosoluble renferme unique- 
ment du tréhalose (identifié par chromatogra- 
phie sur papier, après désalification). 

II faut remorquer que ces deux types de consti- 
tuants représentent l’essentiel de la fraction inso- 
luble dans le méthonol de l’extrait chlorofor- 
mique et que, par la suite, on n’y trouve pas 
(en quantité notable) de composés plus complexes 
semblables aux cires D. Ces souches de Myco- 
bactéries sont donc relativement riches en «tord 
factor ». 

CONCLUSIONS 

Ce travail montre que les Actinomycétales 
isolées de bovins du Tchad attelnts de farcin 
ont une composition lipidique qui, d’après nos 
travaux antérieurs (6, 7) est coractérlstique des 
Mycobactéries. 

Nous avons fat remarquer la richesse rela- 
tlve en fraction extraite par le chloroforme et 
nos conclusions s’appuient sur : 

-La présence d’acides gras à chaîne nor- 
male supérieurs à C,, dans les acides gras 
totaux, 

- la présence d’acides gra5 p-hydroxylés du 
type mycolique, pyrollsables avec libération 
d’acide tétracosanoique, 

-la présence, dans l’extrait chloroformique, 
de <<tord factor >> (des substances de ce type 

n’ont, jusqu’ici, jamais été trouvées dans des 
Nocordiae). 

Ces trois points démontrent, sans amblguité, 
qu’il s’agit de Mycobactéries. Des préparations 
de « tord factor » ont été obtenues à partir de 
toutes les souches de Mycobactértes étudiées 
(y compris saprophytes et «atypiques >>) (2). 
L’obtention d’acide tétracosanoïque par pyrolyse 
des acides mycohques exclut M. fuberculosis et 
M. bws (dont les audes mycoliques libèrent par 
pyroiyse, de l’acide hexacosanoïque) (2). 

Devant les révélations de l’analyse chimique 
de ses lipides, il s’avère que I’Actinomycétale 
régulièrement isolée des adénites suppurées des 
rébus du Tchad n’est pas une varlété de Nocordio 
farcinlco, qu’il n’est pas une Nocordia non plus, 
mais bien une Mycobactérie. 

Certes, il reste à démontrer qu’il est seul en 
cause dans I’étiologie de ces odénites. 

Cependant, la présence dans ces lésuns 
de Mycoboctéries pathogènes expérimentalement 
pour le cobaye inclinerait à leur reconnaître 
un rôle pathogène naturel, et légitime, 5’11 le 
fout encore, l’allergie à la tuberculine que 
peuvent accuser les malades. 

Même si le problème étlologlque de ces 
adénites n’est pas tranché. II demeure que l’étude 
des lipides constitutifs de ce germe fournit un 
exemple supplémentaire de l’utilité d’une étude 
approfondie pour le diagnostic et la clossika- 
tion de certaines Actlnomycétales. 

Nous remercions vwement Monsieur le Doc- 
teur B. C. DAS, chef du Serv~e de Spectrométrie 
de masse de I’lnstltut de Chimie des Substances 
naturelles du C. N. R. 5. pour les spectres de 
“lasse. 

SUMMARY 
About the etiology ofsfreptothrichorir of Chod zebu catlle : 

Nocordiorir or mycobmterioris. Il. Lipidic composition 

The aoalyss of the lipidic components of the actinomycete that is irolated in 
Chad zebu cattle ond the bac+eriolog~cal study of which is reparted in the 
preceding poper indtcates clearly thot this germ murt be ronged mnong the 
mycobacteria. 

RESUMEN 

La deferminoctdn de 10s const~iuyentes lipidicor del achnamicela. aislada de 
abrceras ganglionares en 10s cebues de Chad y cuyo studio bacterfologico 
est6 descnto en Ia ponenoa precedente, muesira si” ambigtiedad que se debe 
paner el dicha germen entre las micobocteriar. 
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